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Process for Preparing Antibodies Against a Polypeptide, 
the Encoding Nucleic Acid of Which is Known 

20 

Because of the enormous advances which have 
been made in the possibilities for sequencing nucleic 
acids, the problem frequently arises in molecular 
biology that, while the genetic information for a 

25 polypeptide or protein is known, this polypeptide or 
protein is not available in pure form. While nucleotide 
sequences are continually being published as a result 
of the Human Genome Project, the functions possessed by 
the polypeptides or proteins encoded by these genes are 

30 frequently completely unknown. 

As a rule, it is very helpful for the practical 
application and evaluation of these scientific findings 
if these proteins can be detected using suitable 
antibodies. Such antibodies can be used either to 

35 purify the proteins or, for example, to determine the 
location of the proteins in tissues and cells. 

An object of the present invention is therefore 
to make available antibodies which are directed against 



such polypeptides or proteins, the nucleotide sequences 
for which are known but which are not available in 
enriched, and certainly not in purified, form. 

Conventionally, antibodies are prepared by the 
proteins first of all being purified from the cells or 
the tissue, or being prepared recombinant ly using 
bacteria, or in insect cells or mammalian cells, and 
these proteins being used for immunizing animals. These 
methods are frequently very elaborate and long-winded. 
The proteins which have been prepared in bacteria are 
frequently not identical to the naturally occurring 
proteins since their secondary structure may differ 
from that of the native proteins and since bacteria do 
not possess the same post-trans lational modification 
mechanisms as those which are present in eucaryotic 
organisms . 

The subject matter of the present invention is 
therefore a process for producing antibodies which 
react specifically with a polypeptide, the encoding 
nucleic acid of which is known, in which process 

a) the DNA encoding the polypeptide is expressed in a 
host cell using a vector which possesses at least 
one sequence encoding a detection signal, and the 
expressed polypeptide is bound to a solid phase 
with the aid of the detection signal, 

b) independently of step a), the DNA encoding the 
polypeptide is introduced directly into an animal, 
resulting in expression of a polypeptide in the 
animal, which expression causes the formation of 
antibodies against the polypeptide, and 

c) the antibodies which are formed in step b) are 
reacted with the polypeptide formed in step a) and 
detected or enriched. 

The process according to the invention 
essentially consists of three steps. On the one hand, 
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the DNA encoding the polypeptide is expressed in a 
suitable host cell using a vector (step a)). Since the 
polypeptide which is expressed using the vector is as a 
rule only present at relatively low concentration in 
5 the host cell, the vector employed is provided, 
according to the invention, with a nucleotide sequence 
which encodes a detection sequence (tag sequence) . This 
tag sequence is linked to the sequence encoding the 
polypeptide, resulting in the expressed polypeptide 

10 possessing this detection peptide sequence at the C 
terminus, for example. 

In step b) , which is carried out independently 
of step a), the DNA encoding the polypeptide is 
introduced into a suitable animal and expressed in this 

15 animal. The genetic immunization which is employed in 
accordance with the invention enables antibodies to be 
formed directly in a host animal. 

In this method of preparing antibodies, 
purified DNA, which contains the genetic information 

20 for the protein to be investigated and suitable control 
elements, is injected directly into the organism 
(mouse, rabbit, etc.) which is earmarked for the 
antibody production. The DNA is taken up by the cells 
of the recipient organism and the protein is expressed 

25 in native form (i.e. with correct post-translat ional 
modifications). The protein, which is foreign as far as 
the recipient organism is concerned, induces the immune 
system to produce antibodies which are directed against 
the foreign antigen (humoral immune response) . This 

30 method has already been employed successfully for 
producing high-affinity monoclonal antibodies which 
recognise native proteins. 

The expression vectors which are employed for 
the genetic immunization in step b) , for the purpose of 

35 preparing the desired antibodies, are also to be used 
in vitro for producing the target protein. Transient 
transfection (elect roporation, lipofection, etc.) is 
used to introduce the expression vectors into suitable 
target cells, in particular mammalian cells, which then 
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synthesize the desired protein. These cells (intact or 
following lysis with suitable buffers) or medium 
supernatants (in the case of secreted proteins) are to 
be used for detecting the protein-recognizing antibody 
5 by means of FACScan analyses (in the case of proteins 
which are located in the cell) or ELISA. 

When a foreign polypeptide is expressed in a 
host cell, the expressed polypeptide can usually be 
secreted to the exterior using a secretion sequence or 

10 leader sequence. In these cases, it is important that 
the expressed and secreted polypeptide possesses a 
detection signal which can be used to isolate the 
polypeptide from the medium. If, however, the 
polypeptide is not secreted to the exterior but remains 

15 on the surface of the cell membrane, an additional 
detection sequence is then not absolutely necessary. In 
this case, the site in the polypeptide which is 
responsible for the anchoring between polypeptide and 
cell assumes the function of the detection sequence. 

20 Since, in this case, the expressed polypeptide remains 
linked to the cell, the antibodies which are formed can 
be detected by means of FACScan analyses, by binding to 
the polypeptide and subsequently reacting with a 
fluorescence-labeled antibody. As an alternative, it is 

25 also possible to carry out a cell ELISA in which the 
bound antibodies are detected using an enzyme-coupled 
secondary antibody and a suitable substrate reaction. 

In the case of secreted proteins (where 
appropriate, also in the case of proteins which are 

30 expressed int racellularly ) , it is necessary to attach a 
detection sequence (a tag) to the antigen 
recombinant ly . This tag sequence enables the protein to 
be fished out of the cell supernatant or cell lysate 
using substances which interact with the tag sequence 

35 and which are bound to a solid matrix (e.g. antibodies 
which recognise the tag sequence; in the case of the 
His 6 tag sequence, suitable complexed Ni 2+ ions). 
Peptide sequences which are short and/or not very 
immunogenic are particularly suitable tag sequences. 
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Mouse proteins which have a stimulatory effect on 
antibody production (e.g. GM-CSF, IL-4, IL-10, etc.) 
and which at the same time are able to function as tags 
can be used as tag sequences which are not particularly 
5 immunogenic (i.e. for preparing antibodies in mice) . 
Such tags have the advantage of not developing any 
immune response because of the tolerance of the 
immunized animal towards these self -proteins . If it is 
not possible to prevent the formation of antibodies 

10 which recognise the tag sequence of a recombinant 
protein, these antibodies can be identified using 
constructs which encode irrelevant proteins which are 
provided with an identical tag. 

The immobilized protein, which has been 

15 prepared by transient transf ect ion, is now used to bind 
the antibodies, which recognise it, from the serum or 
the hybridoma culture supernatant (when preparing 
monoclonal antibodies). The bound, specific antibodies 
are then detected using enzyme-coupled anti-antibodies 

20 (detection antibodies) which are quantifiable, as a 
rule photometrically, by way of a specific substrate 
reaction. When using peptide tags, the specificity and 
sensitivity of the detection system can be 
significantly increased if F(ab) 2 fragments of the 

25 anti-tag antibody are used as captor antibodies and an 
Fc region-recognising antibody is used as the detection 
antibody. This configuration of the ELISA rules out any 
cross-recognition of the captor antibody. 

The vector which encodes the polypeptide can 

30 have a polyadenylat ion sequence, which is required for 
stabilizing a eucaryotic mRNA, at its 3' end. 

In order to ensure that the polypeptide is 
expressed in the host cell, the vector normally 
possesses a promoter, with preference being given to 

35 using strong promoters. Examples which may be mentioned 
are the elongation factor la promoter or the 
cytomegalovirus promoter . 

In the process according to the invention, the 
nucleic acid encoding the polypeptide is introduced 
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directly into an animal in order to produce antibodies 
against the polypeptide in this animal. In a preferred 
form, the DNA which is employed for this purpose is 
present in the form of a vector which is selected such 
5 that it can be used for the two steps a) and b) at one 
and the same time. In a particularly preferred 
embodiment, the polypept ide-encoding DNA is introduced 
using a so-called gene gun. In the gene gun method, 
microscopically small gold particles are coated with 
10 the DNA, preferably the vector or plasmid DNA, and shot 
at the shaved skin of the experimental animal. The gold 
particles then penetrate into the skin and express the 
DNA which has been applied to them in the host animal. 
Preference is given, according to the invention, to 
15 using laboratory animals such as mice, rats or rabbits. 

In order to achieve a more vigorous antibody 
formation, so-called genetic adjuvants are, in a 
preferred embodiment, also applied simultaneously with 
the polypeptide-encoding DNA. These genetic adjuvants 
20 are plasmids which express cytokines (such as GM-CSF, 
IL-4 and IL-10) and which stimulate the humoral immune 
response in the laboratory animals. 

Particularly when the laboratory animal 
employed is a mouse or a rat, there is the opportunity 
25 of forming hybridoma cells. The immunized mice are 
sacrificed, spleen cells are isolated and fused with 
tumor cells, and those clones which secrete the desired 
monoclonal antibodies are then selected. 

In a particularly advantageous embodiment, the 
30 polypeptides to be investigated are secreted from the 
host cells in step a) . Since a detection signal is 
linked to the polypeptides, the sought-after 
polypeptides can be isolated by forming a bond between 
the detection signal (tag sequence) and a suitable 
35 ligand. The tag sequence is preferably bound to a solid 
phase. This solid phase can be the walls of microtiter 
plates, gel spheres or else magnetic beads. Magnetic 
beads have the advantage that the solution containing 
the expressed polypeptide can be readily mixed with the 
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magnetic beads. The magnetic beads possess a ligand 
(for example antibody fragments) which binds to the tag 
sequence. The magnetic beads can then be concentrated 
by applying a magnetic field. By choosing suitable 
5 conditions, the sought-after polypeptide can then be 
eluted once again from the magnetic beads when the 
antibodies are to be enriched. 

The subject matter of the present invention 
also relates to the antibodies which can be obtained 
10 using the process according to the invention. 

The present invention is explained in 
more detail with the aid of the following examples. 

Example 1 

15 

Preparing murine monoclonal antibodies by means of 
genetic immunization without purified antigen (protein) 

a) Expression construct for the genetic immunization 

20 

An expression construct based on the 
commercially available expression vector pcDNA3 
(Invitrogen) was selected. In this vector, the cDNA is 
expressed under the control of the cytomegalovirus 

25 (CMV) promoter. However, it is also possible to use 
other, preferably strong, usually ubiquitously active 
promoters (e.g. the promoter of the elongation factor 
la [EL-la] gene) . The human cDNA region encoding the 
extracellular domain of thyroid peroxidase (TPO) (2602 

30 bp; 859 amino acids) was cloned into the BamHI/EcoRV 
cleavage sites in the polylinker sequence and 
additionally provided, at the 3' end, with a region 
encoding a Hise tag and a subsequent stop codon (TPO 
sol . -His-pcDNA3 ) . The plasmid DNA was replicated in E. 

35 coli and purified using a Qiagen plasmid isolation kit 
(Qiagen, Hilden) . 

b) Genetic immunization of mice 
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In principle, there are two different methods 
for administering DNA for the genetic immunization. 
These methods are intramuscular injection or 
intracutaneous administration using gas pressure- 
5 accelerated, microscopically small gold particles 
coated with plasmid DNA (gene gun) . We used the gene 
gun method for the Example. For this, 200 pg of TPO 
sol . -His-pcDNA3 DNA were applied per 25 mg of gold 
particles in accordance with the manufacturer' s 

10 instructions (gene gun optimization kit; Bio-Rad, 
Munich) . For the genetic immunization, the abdominal 
fur (approx. 4 cm 2 ) was removed, using perfume-free 
depilation cream (Veet), from five mice after they had 
been anaesthetized ( intraperitonially ) with 110 pi of 

15 ketamine/xylazine (100 mg/kg/16 mg/kg) ; the mice were 
then bombarded twice with the gene gun (Helios gene 
gun; Bio-Rad) . 1 pg of plasmid DNA was administered per 
"bombardment". The immunization was repeated after 19 
days, and blood was withdrawn 14 days later for 

20 determining the quantity of specific antibodies. 

Example 2 

Expressing the protein encoded by the expression 

25 construct 

The protein encoded by the expression plasmid 
has to be prepared in order to detect the specific 
antibodies which are formed as a result of the genetic 
immunization. In order to obtain the protein in native 

30 form (as in the immunized animal) , the expression 
construct was introduced by transfection into BOSC23 
cells [Pear et al., (1993) PNAS, 84, 8392-8396]. BOSC23 
cells are a modified adenovirus 5-transf ormed human 
embryonic kidney cell line (HEK293) which can be 

35 transiently transfected very satisfactorily. The cells 
were plated out in 6-well cell culture dishes such that 
they reached 80% confluence on the following day. They 
were then washed three times with in each case 2 ml of 
serum-free and antibiotic-free Dulbecco / s modified 
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Eagle 7 s medium (DMEM) medium and treated with 2 yg of 
expression plasmid/10 \il of lipofect amine (Life 
Technologies, Eggenstein) in 1 ml of serum-free and 
antibiotic-free DMEM medium. The 

5 DNA/lipof ectamine/medium mixture had previously been 
pipetted together in a polystyrene vessel and incubated 
for 10 minutes at room temperature. Following a 6-hour 
incubation at 37°C and 10% C0 2 , 2 ml of DMEM/20% fetal 
calf serum (FCS) were added. 24 h after transfection 
10 (corresponds to the time at which the DNA was added), 
the medium was replaced with 5 ml of DMEM/ 5% FCS. After 
a further 48 h (72 h after transfection), the cell 
culture supernatant was removed and stored at -70°C. 

15 Example 3 

Detecting specific antibodies which are directed 
against the protein encoded by the expression construct 

20 In order to bind the His 6 tag protein (TPO 

sol. -His) prepared by transient transfection to nickel 
chelate microtiter plates (DUNN, Asbach) , the wells 
were in each case incubated, overnight at 4°C, with 
200 jjl of supernatant from the transient transfection 

25 mixture (see above) or of a mock-transf ected BOSC23 
culture supernatant and then washed 4 times with buffer 
A (50 mM tris/HCl, pH 7.5, 1 M NaCl) and twice with 
buffer B (phosphate-buffered saline (PBS), 0.1% BSA, 
0.05% Tween 20). Nonspecific binding sites were then 

30 blocked by incubating with 300 yil of 3% bovine serum 
albumin (BSA) /PBS at room temperature for 1 h, after 
which the washes with buffer A and buffer B were 
repeated. The pre-immune sera and the immune sera from 
the immunized mice were diluted 1:100 with buffer B. In 

35 each case 100 yl of the diluted mouse sera were added 
to the wells of the nickel chelate microtiter plates. 
After incubating at room temperature for 1 hour, the 
wells were in each case washed four times with buffer C 
(50 mM tris/HCl, pH 7.5, 0.5 M NaCl, 0.1% BSA, 0.05% 
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Tween 20) and twice with buffer B and then treated with 
100 pi of rabbit anti-mouse Ig peroxidase conjugate 
( DAKO , Hamburg) diluted 1:2000 with buffer B. After a 
one-hour incubation, the wells were washed four times 
5 with buffer C and twice with buffer B and in each case 
treated with 100 pi of 3 , 3 ' , 5 , 5 ' -tet ramethylbenzidene 
substrate solution (Fluka, Buchs, Switzerland). After 
sufficient development, the color reaction was stopped 
by adding 50 pi of 0.5 M H2SO4 and measured in an ELISA 

10 reader at a wavelength of 450 nm. 

In order to check the serviceability of the 
invention which is presented here, the specific 
antibodies directed against TPO were detected 
"classically" by means of a commercially available TPO 

15 antibody ELISA (Varelisa TPO antibody; Pharmacia- 
Upjohn, Freiburg). In this test system, anti-TPO 
antibodies are detected using purified recombinant TPO. 
The content of anti-TPO antibodies in the pre-immune 
and immune sera from the immunized mice was determined 

20 at a dilution of 1:100 in accordance with the 
manufacturer' s instructions . 

Results : 

25 It was possible to detect anti-TPO antibodies 

unambiguously, as compared with the pre-immune sera, at 
a dilution of 1:100, in the serum obtained from all the 
five mice which were immunized with TPO sol . -His-pcDNA3 
DNA. The results are presented in Table 1. 

30 

Table 1: Detection of anti-TPO antibodies in the serum 
of TPO sol . -His-pcDNA3 DNA-immunized mice using 
purified TPO protein (Varelisa TPO Antibodies detection 
system) . 
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Mouse Optical density 4 5 0 n m 

Pre-immune serum Immune serum 

GV1 0.09 2.53 

GV2 0.06 1.97 

GV3 0.07 1.13 

GV4 0.08 1.63 

GV5 0.08 0.60 



The detection system according to the invention 
5 was used to investigate the pre-immune serum and immune 
serum from two mice as an example. The mouse having the 
highest anti-TPO antibody concentration (GV1) and the 
mouse having the lowest anti-TPO antibody concentration 
(GV5) were selected. As can be seen from Table 2, it is 

10 possible to detect, in both mice, anti-TPO antibodies 
unambiguously, at a serum dilution of 1:100, in the 
immune serum whereas the pre-immune serum did not 
exhibit any reaction. At a dilution of 1:500, it was no 
longer possible to detect anti-TPO antibodies in the 

15 immune sera. 



Table 2: Detection of anti-TPO antibodies in the serum 
of TPO sol . -His-pcDNA3 DNA-immunized mice using TPO 
sol. -His protein which was produced by transient 
20 expression. 



Serum or Dilution with Optical density 
buffer buffer A TPO sol. -His Medium 


pre-immune 


1 : 100 


0. 17 


0 . 15 


immune 


1 : 100 


0. 55 


0 .19 


buffer A 




0 . 03 


0 .01 



12 

Example 4 

Preparing polyclonal antibodies by means of genetic 
immunization without purified antigen (protein) in 
5 rabbits 

a) Expression construct for the genetic immunization 

For the second case example, the ubiquitously 

10 active promoter of the elongation factor la (EF-la) 
gene was used for controll ing the expression. The 
expression vector employed is based on the pBluescript 
vector (Stratagene, Heidelberg), into which a 1 . 2 kb 
fragment of the human EF-la gene promoter, an 0 . 7 kb 

15 EcoRI fragment containing the polyadenylat ion signal 
from the cDNA for human G-CFS (Mizushima and Nagata, 
1990), and also, between the BamHI and NotI cleavage 
sites, the oligonucleotide sequence encoding the 
influenza virus hemagglutinin (HA) tag were 

20 incorporated. The human cDNA region encoding the 
extracellular domain of the activin receptor IIA (431 
bp; 135 amino acids) was cloned into the Clal/BamHI 
cleavage sites of the polylinker sequence such that the 
HA tag-encoding region and a subsequent stop codon came 

25 to lie at the 3' end (pEF-la-ActRII-HA) . 

b) Genetic immunization of rabbits 

For the genetic immunization, 100 pg of pEF-la- 
30 ActRII-HA DNA were applied per 25 mg of gold particles 
in accordance with the manufacturer' s instructions 
{gene gun optimization kit; Bio-Rad, Munich). After 
having been anaesthetized with 15 mg of 

pentobarbital/kg and having 200 cm 2 of the abdominal 
35 fur depilated with depilation cream, two rabbits 
(Chinchilla Bastard; Charles River, Sulzfeld) were 
bombarded 30 times with the gene gun. 1 pg of plasmid 
DNA mixture was administered per "bombardment". The 
immunization was repeated after 21 days and blood was 
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removed 21 days later for determining the quantity of 
specific antibodies . 

Example 5 

5 

Expressing the protein encoded by the expression 
construct 

The protein encoded by the expression plasmid 
10 pEF-la-ActRI I-HA was prepared, as described in Example 
2, by transiently transfecting BOSC23 cells. 

Example 6 

15 Detecting specific antibodies which are directed 
against the protein encoded by the express ion construct 

In order to bind the HA tag protein (EF-loc- 
ActRII-HA) , prepared by transient t ransf ect ion, to 

20 microtiter plates, the wells were first of all coated 
with the F(ab)2 fragment of the anti-HA tag antibody. 
For this, 150 pi of the antibody fragment were added to 
each well of the microtiter plate, after which the 
plate was washed with PBS at room temperature and free 

25 protein-binding sites were blocked by incubating with 
200 pi of 0.2% BSA/PBS/well . 

The supernatant from the transient transfection 
mixture (see Example 5), or from a mock transfected 
BOSC23 culture supernatant [ sic ] , was then incubated at 

30 room temperature for 2 h, after which the plates were 
washed three times with phosphase-buf f ered saline 
(PBS) . The pre-immune sera and immune sera from the 
immunized rabbits were diluted 1:100 and 1:500, 
respectively, with 0.2% BSA/PBS. 100 pi of the diluted 

35 rabbit sera were in each case added to the wells of the 
coated microtiter plates. After the plates had been 
incubated at room temperature for one hour, the wells 
were in each case washed three times with PBS, after 
which 100 pi of goat anti-rabbit Ig peroxidase 



14 

conjugate (DAKO, Hamburg), diluted 1:2000 with PBS/0.2% 
BSA) were added to each well. After the plate had been 
incubated for one hour, the wells were washed three 
times with PBS, after which 100 \il of 3,3' ,5,5'- 
5 tetramethylbenzidene substrate solution (Fluka, Buchs, 
Switzerland) were added to each well. After it had 
developed sufficiently, the color reaction was stopped 
by adding 50 pi of 0.5 M H 2 S0 4 to each well and measured 
in an ELISA reader. The results showed that it is also 
10 possible to use the process according to the invention 
to produce specific polyclonal antibodies against an 
unknown gene product in rabbits. 
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Albert -Ludwigs-Uni vers i tat Freiburg 

Patent claims 

5 1. Process for producing antibodies which react 

specifically with a polypeptide, the encoding nucleic 
acid of which is known, wherein 

a) the DNA encoding the polypeptide is expressed in a 
10 host cell using a vector which possesses at least 

one sequence encoding a detection signal, and the 
expressed polypeptide is bound to a solid phase 
with the aid of the detection signal, 

15 b) independently of step a) , the DNA encoding the 
polypeptide is introduced directly into an animal, 
resulting in expression of a polypeptide in the 
animal, which expression causes the formation of 
antibodies against the polypeptide, and 

20 

c) the antibodies which are formed in step b) are 
reacted with the polypeptide formed in step a) and 
detected or enriched. 

2. Process according to claim 1, characterized in 
25 that the vector used in step a) possesses, at the C- 

terminus of the DNA encoding the polypeptide, a 
sequence which encodes the detection signal. 

3. Process according to claim 2, characterized in 
that the detection sequence is selected from the His 6 

30 tag sequence, the hemagglutinin sequence of an 
influenza virus or the myc tag sequence. 

4 . Process according to one of the preceding 
claims, characterized in that the vector encoding the 
polypeptide possesses a polyadenylat ion sequence at the 

35 C-terminal end of the detection sequence. 

5. Process according to one of the preceding 
claims, characterized in that the vector encoding the 
polypeptide possesses a strong promoter at the 5' end 
of the DNA sequence encoding the polypeptide. 
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6. Process according to claim 5, characterized in 

that the strong promoter is selected from the group 
consisting of strong eucaryotic promoters, in 
particular the elongation factor la promoter or the 
5 cytomegalovirus promoter. 

7 . Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that the polypept ide-encoding 
DNA, which is introduced directly into an animal in 
accordance with step b) , is present in a vector. 
10 8. Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that the polypept ide-encoding 
DNA is introduced into the animal in step b) using a 
gene gun. 

9. Process according to one of the preceding 
15 claims, characterized in that the animal employed in 

step b) is a mouse, a rat or a rabbit. 

10. Process according to one of the preceding 
claims, characterized in that, in step b) , a genetic 
adjuvant is administered in addition to the 

20 polypeptide-encoding DNA. 

11. Process according to claim 10, characterized in 
that the genetic adjuvant is selected from a group 
comprising cytokine expression vectors which increase 
antibody production . 

25 12. Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that suitable cells from an 
animal which has been immunized in accordance with step 
b) are used for preparing hybridoma cells for forming 
monoclonal antibodies . 

30 13. Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that polypeptide formed in 
step a) is bound to a solid phase by means of the 
detection signal being bound to an antibody or an 
antibody fragment which is directed against it. 

35 14. Process according to claim 13, characterized in 

that the solid phase is microtiter plates, gel spheres 
or magnetic beads. 

15. Process according to one of the preceding 

claims, characterized in that the antibody formed in 
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step b) is detected, after having been bound to the 
polypeptide formed in step a), using an anti-antibody 
which is directed against the antibody. 

16. Process according to one of the preceding 
5 claims, characterized in that the antibody which is 

bound to the expressed polypeptide in step c) is 
released by elution. 

17. Antibody, characterized in that it can be 
obtained using one of the processes according to claims 

10 1-17 [sic] . 



Albert -Ludwigs-Uni vers it at Freiburg 

Abstract 

5 A process is disclosed for producing antibodies 

which react specifically with a polypeptide, the 
encoding nucleic acid of which is known, wherein 

a) the DNA encoding the polypeptide is expressed in a 
10 host cell using a vector which possesses at least 

one sequence encoding a detection signal, and the 
expressed polypeptide is bound to a solid phase 
with the aid of the detection signal, 

15 b) independently of step a) , the DNA encoding the 
polypeptide is introduced directly into an animal, 
resulting in expression of a polypeptide in the 
animal, which expression causes the formation of 
antibodies against the polypeptide, and 
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the antibodies which are formed in step b) are 
reacted with the polypeptide formed in step a) and 
detected or enriched. 
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erfahren zur Herstellung von Antikorpern gegen ein Polypeptid, 
von dem die kodierende Nukleinsaure bekannt ist 



n der Molekularbiologie stellt sich aufgrund der enormen 
ortschritte der Sequenzierungsmoglichkeiten von Nukleinsauren 
.aufig das Problem, da/3 die genetische Information fiir ein 
'olypeptid bzw. Protein bekannt ist und, daft andererseits 
ieses Polypeptid bzw. Protein nicht in reiner Form vorliegt. 
urch das sogenannte Human Genome Project werden laufend 
fukleot idsequenzen verof fentlicht , haufig ist aber vollig 
nklar, welche Funktion die von diesen Genen kodierten 
olypeptide bzw. Proteine haben. 

iir die praktische Anwendung und Auswertung dieser 
issenschaf tl ichen Erkenntnisse ist es in der Regel sehr 
ilfreich, wenn diese Proteine durch geeignete Antikorper 
'achgewiesen werden konnen. Durch den Einsatz derartiger 
ntikorper konnen entweder die Proteine gereinigt werden oder 



s ist beispielsweise moglich, die Lokalisation der Proteine in 
eweben und Zellen zu bestimmen. 

i 
i 

s ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
kikorper bereitzustellen, die gegen solche Polypeptide bzw. 
roteine gerichtet sind, von denen zwar die Nukleot idsequenz 
akannt ist, die aber nicht in angereicherter oder gar 
jereinigter Form vorliegen. 

srkommlicherweise werden Antikorper so hergestellt, daft 
linachst die Proteine aus den Zellen oder dem Gewebe gereinigt 
Irden oder mit Hilfe von Bakterien oder in Insektenzellen oder 
iugerzellen rekombinant hergestellt werden und, da/5 diese 
roteine dann fiir die Immunisierung von Tieren verwendet 
srden. Diese Verfahren sind haufig sehr aufwendig und 
mgwierig. Im Falle der Herstellung in Bakterien sind die so 
ergestellten Proteine haufig nicht identisch mit den naturlich 
jrkommenden Proteinen, da sich die Sekundars truktur von den 
ativen Proteinen unterscheiden kann und da Bakterien nicht 
ber diese lben posttranslationalen Modif ikationsmechanismen 
erfiigen, die bei eukaryot ischen Organismen vorhanden sind. 

sgenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren 
tir Erzeugung von Antikorpern, die spezifisch mit einem 
olypeptid reagieren von dem die kodierende Nukleinsaure 

ekannt ist, worin 

i 

) die fiir das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines 
Vektors, der wenigstens eine fiir ein Auf f indungssignal 
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert 

! wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des 
Auf f indungssignals an eine feste Phase gebunden wird, 

t 

j unabhangig von Schritt a) die fur das Polypeptid kodierende 
DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine 
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iExpression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die 
;Bildung von Antikorpern gegen das Polypeptid verursacht und 

) die in Schritt b) gebildeten Antikorper mit dem in Schritt 
ia) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen oder 
iangereichert werden . 

i 

is erf indungsgemaBe Verfahren besteht im wesentlichen aus drei 
:hritten. .Einerseits wird die fiir das Polypeptid kodierende 
(A mit Hilfe eines Vektors in einer geeigneten Wirtszelle 
tprimiert (Schritt a)). Da das mit Hilfe des Vektors 
jprimierte Polypeptid in der Wirtszelle in der Regel nur in 
iner verhal tnismafiig geringen Konzent rat ion vorliegt, wird 
rf indungsgemafi der eingesetzte Vektor mit einer 
jkleotidsequenz versehen, die fiir eine Auf f indungs sequenz 
tag-Sequenz) kodiert. Diese tag-Sequenz ist mit der fiir das 
olypeptid kodierenden Sequenz verbunden, was dazu fiihrt, dafl 
is exprimierte Polypeptid zum Beispiel am C-Terminus diese 
if f indungspept idsequenz auf weist . 

a dem unabhangig von Schritt a) durchgef uhr ten Schritt b) wird 
ie fiir das Polypeptid kodierende DNA in ein geeignetes Tier 
ingebracht und dort zur Expression gebracht. Die 
rf indungsgemafl verwendete genetische Immunisierung ermoglicht 
ie direkte Bildung von Antikorpern in einem Wirtstier. 

?i dieser Methode der Herstellung von Antikorpern wird 
areinigte DNA, die die genetische Information fiir das zu 
itersuchende Protein und geeignete S teuerelemente enthalt, 
irekt in den fiir die Ant ikorperprodukt ion vorgesehenen 
rganismus (Maus, Kaninchen, etc.) injiziert. Die DNA wird von 
5llen des Empf angerorganismus aufgenommen und das Protein, in 
ativer Form (d.h. mit korrekten pos ttrans lat ionalen 
pdif ikationen) exprimiert. Das fiir den Empf angerorganismus 
remde Protein veranlafit das Immunsystem, gegen das 
remdantigen gerichtete Antikorper zu produzieren (humorale 



„ U nantwort, . Diese Methods ist bereits .rfo.lgr.lch zur 
iroduktion von hocha f f inen . native Proteine erkennenden 
pnoklonalen Antikorpern eingesetzt worden 

lie fur die genetische i mm unis ierung in Schritt b) zur 
.rsteilung der ge^nschten Antikorper 

Kpressionsvektoren sollen auch in vitro zur Production , d.. 

iielproteins verwendet werden . Durch transience 
■Elektroporation, Lipotekt ion , etc.) 

Kpressionsvektoren in geeignete Zielzellen, insbesondere 
SugerzeHen eingeschleus t , die dann das gewunschte Protein 
, yn thetisieren. Diese Zellen (intakt oder nach Lyse .it 
eeigneten Puffern) bz„. Medienuberstande ,bei sezermerten 

« H^onon den Protein-erkennenden 

-roteinen) sollen dazu dienen, den Fr an 
Antikorper durch FACScan-Analysen ( im Falle von zel lstand,gen 
'roteinen) oder ELISA nachzuweisen . 



, opP ein trends. Polypeptid in einer Wirtszelle exprimxert 
• rd , kann das exprimierte Polypeptid ublicherweise durch 
-erwendung einer Sekretionssequenz oder Leadersequenz nach 
lU I3en geschleust werden. In diesen Fallen ist es wichtxg, dafi 
las exprimierte und sezernierte Polypeptid exn 
^ .ffindungssignal aufweist, damit das Polypeptid aus 
0 soliert werden kann. Wenn aber das Polypeptid nicht nach auRen 
.eschleust wird, sondern an der Oberflache der Zellmembran 
•erbleibt, ist eine zusatzliche Auf f indungssequenz nxcht 
,nbedingt er f orderlich . In diesen, Fall ubernimmt diejenxge 
;telle des Polypeptids, die fur die Verankerung zwxschen 
Olypeptid und Zelle verantwortlich ist die Funktxon der 



„ £ £indungs=equenz. Da in diesen, Fall das exprimierte 
Mypeptid .nit der Zelle verbunden bleibt, konnen die 



, eb ildeten Antikorper durch Bindung an das Polypeptxd und 
,achfolgender Reaktion »it eine, £ luoreszenzmarkxerten 
mtikorper durch FACScan-Analysen nachgewiesen werden. Als 
alternative ist auch ein Zell-ELISA moglich, bei dem dxe 
.ebundenen Antikorper uber einen mit einem Enzym gekoppelten 
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ekundarantikdrper und einer geeigneten Subs tra treakt ion 
etektiert werden. 

m Falle von sezernierten Proteinen (ggf- auch bei 
ntrazellular exprimierten Proteinen) ist es notig, eine 
uf f indungssequenz (tag) dem Antigen rekombinant anzuhangen. 
iese tag-Sequenz erlaubt es, mit Hilfe von mit ihr 
nteragierenden, an eine feste Matrix gebunden Substanzen (z.B. 
ie tag-Sequenz erkennende Antikorper; im Falle der Hise-tag- 
equenz geeignete komplexierte Ni 2+ -Ionen) , das Protein aus dem 
elliiberstand bzw. Zelllysat herauszuf ischen . Als tag-Sequenz 
ommen insbesondere kurze und/oder wenig immunogene 
eptidsequenzen in Frage. Als wenig immunogene tag-Sequenzen 
bnnen (fiir die Herstellung von Antikorpern in Mausen) auch 
ausproteine dienen, die stimulierend auf die 

ntikorperproduktion wirken (z.B. GM-CSF, IL-4, IL-10 etc.) und 
leichzeitig als tag fungieren konnen. Solche tags haben den 
orteil, aufgrund der Toleranz des immunis ierten Tiers 
egenuber diesen Selbs tproteinen keine Immunantwort zu 
ntwickeln. Falls die Bildung der die tag-Sequenz des 
ekombinanten Proteins erkennenden Antikorper nicht verhindert 
erden kann, konnen diese mit Hilfe von Konstrukten 
dentifiziert werden, die fiir irrelevante, mit einem 
dentischen tag versehene Proteine kodieren. 

as immobilisierte, durch transiente Transfektion hergestellte 
rotein dient nun dazu, aus dem Serum bzw. 

ybridomkulturiiberstand (bei der Herstellung von monoklonalen 
ntikorpern) die es erkennenden Antikorper zu binden. Der 
achweis der gebundenen spezifischen Antikorper erfolgt dann 
ber enzymgekoppel te Ant i-Ant ikorper ( Nachweisant ikorper ) , die 
ber eine spezifische Subs tratumsetzung , in der Regel 
hotometrisch, quantif izierbar sind. Die Spezifitat und 
ensitivitat des Nachweissys terns kann bei Verwendung von 
eptid- tags bedeutend erhoht werden, wenn als Fangerant ikorper 
(ab) 2-Fragmente des anti- tag-Ant ikorpers und als 
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achweisant ikorper ein Fc-Region-erkennender Ant ikorper 
erwendet wird. Durch diese Konf igurierung des ELISA wird eine 
reuzerkennung des Fa ngerant ikorper s ausgeschlossen. 

er fur das Polypeptid kodierende Vektor kann am C-terminalen 
nde der Au f f indungssequenz eine Po lyadenyl ierungssequenz 
ufweisen, die fur die Stabilisierung einer eukaryot ischen mRNA 
a ist . 

amit eine Expression des Polypeptids in der Wirtszelle 
tattfindet verfiigt der Vektor ubl icherweise iiber einen 
romotor, wobei bevorzugt starke Promotoren verwendet werden. 
Is Beispiele konnen der Promotor des Elongations faktors la 
der der Promotor des Cytomegalovirus genannt werden. 

ei dem erf indungsgemafien Verfahren wird die fur das Polypeptid 
odierende Nukleinsaure direkt in ein Tier eingebracht urn dort 
ntikdrper gegen das Polypeptid zu erzeugen. In bevorzugter 
orm liegt die dazu verwendete DNA in Form eines Vektors vor, 
er so gewahlt wird, da/5 er gleichzeitig fur die beiden 
chritte a) und b) verwendet werden kann. Die Einfiihrung der 
iir das Polypeptid kodierenden DNA erfolgt in einer besonders 
evorzugten Aus f iihrungs f orm durch die Verwendung einer 
ogenannten gene gun. Bei der gene gun werden mikroskopisch 
leine Goldpartikel mit der DNA, bevorzugt der Vektor bzw. 
lasmid-DNA umhiillt und auf die rasierte Haut des 
ersuchstieres geschossen. Dabei dringen die Goldpar tikelchen 
n die Haut ein und die an ihnen aufgebrachte DNA wird in dem 
irtstier exprimiert. Bevorzugt werden erf indungsgemaB 
abortiere, wie Maus, Ratte oder Kaninchen verwendet. 

m eine starkere Ant ikorperbildung zu erzielen, werden in einer 
evorzugten Aus f iihrungs form zugleich mit der fur das Polypeptid 
odierenden DNA auch sogenannte genetische Adjuvantien 
ppliziert. Hierbei handelt es sich urn Zytokine (wie z.B. GM- 



7 



:SF, IL-4, IL-10) exprimierende Plasmide, die die humorale 
mmunantwort in den Labortieren stimulieren. 



nsbesondere wenn es sich bei dem verwendeten Labortier um eine 
laus Oder Ratte handelt, bietet sich die Bildung von 
lybridomazellen an. Die immunis ierten Mause werden geopfert, 
lilzzellen werden isoliert und mit Tumorzellen fusionier.t und 
inschlie/iend werden solche Klone selektioniert , die die 
lewunschten monoklonalen Antikorper sezernieren. 



n einer besonders vorteilhaf ten Aus f Uhrungs f orm werden bei 
chritt a) die zu untersuchenden Polypeptide von den 
irtszellen sezerniert. Da mit den Polypeptiden ein 
uf f indungssignal verbunden ist, konnen die gesuchten 
olypeptide dadurch isoliert werden, dafl eine Bindung zwischen 
em Auff indungssignal ( tag-Sequenz ) und einem geeigneten 
iganden gebildet wird. Die tag-Sequenz ist vorzugsweise an 
iner festen Phase gebunden. Hierbei kann es sich um die Wande 
on Mikrotiterplatten, Gelkiigelchen oder auch magnetische 
iigelchen ( sogenannte magnetic beads) handeln. Die magnetic 
eads haben den Vorteil, dafi die das exprimierte Polypeptid 
rithaltende Losung mit den magnetic beads leicht gemischt 
erden kann. Die magnetic beads weisen einen Liganden (bspw. 
utikorperf ragmente) auf, der an die tag-Sequenz bindet . Durch 
ulegen eines magnetischen Feldes konnen dann die magnetic 
eads angereichert werden. Durch Wahl geeigneter Bedingungen 
ann dann das gesuchte Polypeptid von den magnetic beads wieder 
iluiert werden, wenn die Antikorper angereichert werden sollen. 

iegenstand der vorliegenden Anmeldung sind auch solche 
ntikorper, die durch das erf indungsgemafte Verfahren erhaltlich 
■ind . 



tie vorliegende Erfindung 
leispiele naher erlautert. 



wird 



anhand 



der nachf olgenden 
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leispiel 1 

terstellung von murinen monoklonalen Antikorpern mit Hilfe 
lenetischer Immunisierung ohne gereinigtes Antigen (Protein) 

\) Express ionskons trukt fur die genet ische Immunisierung 

;s wurde ein Express ionskonstrukt gewahlt, das auf dem 
©mmerziell erhaltlichen Expressionsvektor pcDNA3 ( Invitrogen) 
.asiert. Bei diesem Vektor wird die cDNA unter der Kontrolle 
les Cytomegalovirus ( CMV) -Promotors exprimiert . Es konnen 
ledoch auch andere, bevorzugt starke, meist ubiquitar aktive 
'romotoren (z.B. der Promotor des Elongationsf aktor 1 a [EF- 
a]-Gens) Verwendung finden. In die BamHl /EcotfV-Schnitts tel len 
ler Polylinkersequenz wurde der fur die extrazel lulare Domane 
on thyroid peroxidase (TPO) -kodierende cDNA-Bereich des 
lenschen (2602 bp; 859 Aminosauren) einkloniert und am 3'-Ende 
.och mit einer fur ein His 6 - tag-kodierende Region und einem 
lachfolgenden Stopkodon versehen (TPO sol . -His-pcDNA3 ) . Die 
'lasmid-DNA wurde in E . coli vermehrt und mit Hilfe eines 
Jiagen-Plasmidisolierungskit (Qiagen, Hilden) gereinigt. 

■>) Genetische Immunisierung von Mausen 

>ur die genetische Immunisierung gibt es grundsatzlich zwei 
interschiedliche DNA-Appl ikationsver f ahren . Die intramuskulare 
[njektion oder die intrakutane Applikation mit Hilfe Gasdruck- 
)eschleunigter mikroskopisch kleiner, mit Plasmid-DNA umhullter 
Joldpartikel (gene gun). Fur das Beispiel verwendeten wir das 
jene gun-Vert ahren . Dazu wurden 200 ug TPO sol . -His-pcDNA3-DNA 
pro 25 mg Goldpartikel nach Vorschrift des Herstellers (gene 
jun optimization kit; Bio-Rad, Munchen) aufgebracht. Zur 
jenetischen Immunisierung wurde bei funf Mause nach 
Markotisierung ( intraperitonial ) mit 110 ul Ketamin/Xylazin 
(100 mg/kg/16 mg/kg) das Bauchfell (ca. 4 cm 2 ) mit parfumfreier 
Enthaarungscreme (Veet) entfernt und zweimal mit der gene gun 
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.Helios Gene Gun; Bio-Rad) beschossen. Pro "SchuB" warden 1 ng 
•lasmid-DNA appliziert. Nach 19 Tagen wurde die Immunis ierung 
dederholt und 14 Tage spater Blut zur Bestimmung der Menge an 
ipezifischen Antikorpern entnommen . 

leispiel 2 

'.xpression des Express ionskonstrukt-kodierten Proteins 

;um Nachweis der spezif ischen, durch die genetische 
mmunisierung gebildeten Antikorper mufi das vom 
ixpressionsplasmid kodierte Protein hergestellt werden. Urn das 
'rotein in nativer Form (ahnlich wie im immunisierten Tier) zu 
rhalten, wurde das Expressionskonstrukt durch Transfektion in 
lOSC23-Zellen [Pear et al . . ( 1993) PNAS , 84, 8392-8396] ge- 
,racht. Bei den B0SC2 3-Zellen handelt es sich um eine 
odifizierte Adenovirus 5-trans f ormierte humane embryonale 
iierenzellinie (HEK293), die sehr gut transient trans fiz ierbar 
st. Die Zellen wurden in 6-Loch-Zellkulturschalen 
.usplattiert, so da/5 sie tags darauf eine 80%ige Konfluenz 
•rreichten. Sie wurden dann dreimal mit je 2 ml serum- und 
,ntibiotikafreiem Dulbecco 's modified Eagle's medium (DMEM)- 
ledium gewaschen und mit 2 ng Expressionplasmid/ 10 nl 
,ipofectamin (Life Technologies, Eggenstein) in 1 ml serum- und 
mtibiotikafreiem DMEM-Medium versetzt: Die 

)NA/Lipofektamin/Medium-Mischung wurde zuvor in einem 
•olystyrolgefaB zusammenpipett iert und 10 min bei 
(aumtemperatur inkubiert . Nach einer 6-stundigen Inkubation bei 
I7°C und 10% C0 2 wurden 2 ml DMEM/20% fotales Kalberserum ( FCS ) 
-ugegeben. 24 h nach Transfektion (entspricht dem Zeitpunkt der 
)NA-Zugabe) wurde das Medium durch 5 ml DMEM/5% FCS ersetzt. 
iach weiteren 48 h (72 h nach Transfektion) wurde der 
iellkulturuberstand abgenommen und bei -70°C aufbewahrt. 



10 



vom 



Beispiel 3 

Uachweis von spezifischen Antikdrpern, die gegen das 
Zxpressionskonstrukt kodierte Protein gecichtet sind 

lur Bindung des durch transiente Trans fektion hergestellten 
Kis 6 -tag-Protein (TPO sol. -His) an Nickelchelat- 

.Ukrotiterplatten (DUNN, Asbach) wurden die Vertiefungen mit je 
200 Ml Uberstand des transienten Trans f ekt ionsansatzes (siehe 
Dben) bzw. eines mock-trans f izierten BOSC23-Kulturiiberstandes 
aber Nacht bei 4°C inkubiert, dann viertnal mit Pufer A (50 mM 
rris/HCl pH 7,5, 1 M NaCl) und zweimal mit Puffer B ( phosphate 
hnffgr^d saline (PBS), 0,1 % BSA, 0,05 % Tween 20) gewaschen. 
ijnspezifische Bindungsstellen wurden anschlieflend durch 
[nkubation mit 300 ul 3 % Rinder-Serumalbumin (BSA) /PBS fur 1 h 
oei Raumtemperatur blockiert und die Waschungen mit Puffer A 
ind B wiederholt. Die Praimmun- und Immunseren der 
immunisierten Mause wurden 1:100 mit Puffer B verdunnt . Jewells 
100 ul der verdiinnten Mauseseren wurden in die Vertiefungen der 
Kickelchelat-Mikrotiterplatten gegeben . Nach einer einstundigen 
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Vertiefungen je 
dermal mit Puffer C (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 0,5 M NaCl, 0,1 % 
BSA, 0,05 % Tween 20), zweimal mit Puffer B gewaschen und 
anschliefiend mit 100 ul 1:2000 mit Puffer B verdiinnten 
Kaninchen ant i-Maus-Ig-Peroxydasekon jugat (DAKO, Hamburg) 
/ersetzt. Nach einer einstundigen Inkubation wurden die 
Vertiefungen viermal mit Puffer C, zweimal mit Puffer B 
gewaschen, mit je 100 ul 3 , 3 ' , 5 , 5 ' -Tetramethylbenz idin- 
Substratlosung (Fluka, Buchs, Schweiz) versetzt. Die 
Farbreaktion wurde nach ausreichender Entwicklung durch Zugabe 
von 50 ul 0,5 M H 2 S0 U abgestoppt und in einem ELISA- reader bei 
einer Wellenlange von 450 run gemessen. 

Zur Uberprufung der Funkt ions tucht igkeit der hier vorges tell ten 
Erfindung wurden die spezifischen, gegen TPO gerichteten 
\ntikorper "klassisch" mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen 
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rPO-Antikorper-ELISAs (Varelisa TPO Antibodies; Pharmacia- 
[Jpjohn, Freiburg) nachgewiesen . Der Nachweis von anti-TPO- 
\ntikorper erfolgt in diesem Testsystem durch gereinigtes 
rekombinantes TPO. Der anti-TPO-Ant ikorpergehal t der Praimmun- 
und Immunseren der immunis ierten Mause wurde in einer 
/erdiinnung von 1:100 nach Vorschrift des Herstellers bestimmt. 

Ergebnisse: 

Bei alien 5 mit TPO sol . -His-pcDNA3-DNA immunis ierten Mausen 
connten, im Vergleich zu den Praimmunseren, bei einer 
/erdunnung von 1:100 eindeutig anti-TPO-Antikorper im Serum 
lachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 
iargestellt . 

Tabelle 1: Nachweis von ant i-TPO-Ant ikorpern im Serum TPO sol.- 
3is-pcDNA3-DNA immunis ierter Mause mit Hilfe von gereinigtem 
TPO-Protein (Varelisa TPO ^ntijbodies-Nachweissystem) . 



Maus Optische Dichte 450 nm 

Praimmunserum Immunserum 



GV1 
GV2 
GV3 
GV4 
GV5 



0,09 
0,06 
0,07 
0,08 
0,08 



2,53 
1,97 
1,13 
1,63 
0,60 



Hit Hilfe des erf indungsgemafien Nachweissys terns wurde 
beispielhaft das Praimmun- und Immunserum von zwei Mausen 
untersucht. Ausgewahlt wurde die Maus mit der hochsten (GV1) 
and die Maus mit der niedrigsten anti-TPO- 

IVntikorperkonzentration { GV5 ) [ siene Tabelle 1]. Wie in Tabelle 
2 zu sehen ist, konnen bei einer Serumverdiinnung von 1:100 bei 
beiden Mausen eindeutig anti-TPO-Antikorper im Immunserum 
nachgewiesen werden, wahrend das Praimmunserum keine Reaktion 
zeigte. Bei einer Verdiinnung von 1:500 konnten in den 
Immunseren keine anti-TPO-Antikorper mehr nachgewiesen werden. 



v. 
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rabelle 2: Nachweis von ant i-TPO-Antikorpern im Serum TPO so 
lis-pcDNA3-DNA immunis ierter Mause mit Hilfe von du 
transiente Expression erzeugtem TPO sol . -His-Protein . 



Serum oder 
Puffer 


Verdiinnung mit 
Puffer A 


Optische Dichte 
TPO sol. -His 


Medium 


Draimmun 


1 : 100 


0, 17 


0, 15 


[mmun 


1 : 100 


0,55 


0, 19 


Puffer A 




0,03 


0,01 



Jeispiel 4 

terstellung von polyklonalen Antikorpern mit Hilfe genetischer 
[mmunisierung ohne gereinigtes Antigen (Protein) in Kaninchen 

} ; Expressionskonstrukt fur die genetische Immunis ierung 

?ur das zweite Fallbeispiel wurde der ubiquitar aktive Promoter 
ies Elongationsfaktor 1 a ( EF-la) -Gens zur 

!xpressionssteuerung verwendet . Der verwendete 

Jxpressionsvektor basiert auf dem pBluescript-Vektor 
(Stratagene, Heidelberg), in den ein 1,2 kb Fragment des 
numanen EF- la-Genpromotors , ein 0,7 kb EcoRI-Fragment mit dem 
Polyadenylierungssignal der humanen G-CSF-cDNA (Mizushima und 
Sagata, 1990), sowie zwischen die BamHI/Wotl-Schnittstellen die 
fur das Influenzavirus Hamagglut inin ( HA) - tag-kodierende 
)ligonukleotidsequenz eingebaut wurden. In die Cial/BamHI- 
5chnittstellen der Polylinkersequenz wurde der fur die 
ixtrazellulare Domane des Akt ivinrezeptors IIA kodierende cDNA- 
Jereich des Menschen (431 bp; 135 Aminosauren) so einkloniert, 
iafi am 3'-Ende die HA- tag-kodierende Region und ein 
lachfolgendes Stopkodon zu liegen kam ( pEF- la-ActRI I-HA) . 
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b) Genetische Immunisierung von Kaninchen 

Zs wurden zur genetischen Immunisierung 100 \ig pEF- la-Ac tRI I- 
JA-DNA pro 25 mg Goldpart ikel nach Vorschrift des Herstellers 
(gene gun optimization kit; Bio-Rad, Miinchen) aufgebracht. Zwei 
Kaninchen (Chinchilla Bastard; Charles River, Sulzfeld) wurden 
nach Narkotisierung mit 50 mg/kg Pentobarbital und Enthaarung 
/on 200 cm 2 Bauchfell mit Enthaarungscreme dreissigmal mit der 
jene gun beschossen. Pro "Schufl" wurden 1 ng Plamid-DNA-Gemisch 
ippliziert. Nach 21 Tagen wurde die Immunisierung wiederholt 
ind 2 1 Tage spater Blut zur Bestimmung der Menge an 
spezif ischen Antikorpern entnommen . 

Jeispiel 5 

Expression des Expressionskonstrukt-kodierten Proteins 

Die Herstellung des vom Express ionsplasmid pEF- la-Ac tRI I -HA 
codierten Proteins durch transiente Transfektion von BOSC23- 
Sellen erfolgte wie in Beispiel 2 beschrieben. 

3eispiel 6 

Vachweis von spezifischen Antikorpern f die gegen das vom 
Expressionskonstrukt-kodierte Proteins gerichtet sind 
iur Bindung des durch transiente Transfektion herges tellten HA- 
tag-Protein ( EF- la -Ac tRI I -HA ) an Mikrot iterplatten wurden die 
/ertiefungen zunachst mit dem F ( ab ) 2 -Fragment des anti-HA-tag- 
\ntikorper beschichtet. Dazu wurden 150 \xl des 

\ntikorperf ragments je Vertiefung der Mikrot iterplatte gegeben 
and bei Raumtemperatur mit PBS gewaschen und freie 
Proteinbindungstellen durch Inkubation mit 200 nl 0,2% BSA/PBS 
Dlockiert . 

\nschliefiend wurde der Uberstand des transienten 
Pransfektionsansatzes (siehe Beispiel 5) bzw. eines mock- 
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transf izierten B0SC2 3-Kulturiibers tandes fur 2 h bei 
Raumtemperatur inkubiert, dann dreimal mit phosphate-buff ered 
saline (PBS) gewaschen. Die Praimmun- und Immunseren der 
immunisierten Kaninchen wurden 1:100 bzw. 1:500 mit 0,2% 
BSA/PBS verdunnt. Jeweils 100 \il der verdunnten Kaninchenseren 
wurden in die Vertiefungen der besch Lchteten Mikrot iterplatten 
gegeben. Nach einer einstundigen Inkubation bei Raumtemperatur 
wurden die Vertiefungen je dreimal mit PBS gewaschen und an- 
schlieflend mit 100 ^1 1:2000 mit PBS/0,2% BSA verdunnten Ziege- 
anti-Kaninchen-Ig-Peroxydasekonjugat (DAKO, Hamburg) versetzt . 
Nach einer 1-stiindigen Inkubation wurden die Vertiefungen 
dreimal mit PBS gewaschen, mit je 100 nl 3, 3 ',5, 5 -Tetra- 
methylbenzidin-Substratlosung (Fluka, Buchs, Schweiz) versetzt. 
Die Farbreaktion wurde nach ausreichender Entwicklung durch 
Zugabe von 50 \il 0,5 M H 2 S0 4 abgestoppt und in einem ELISA- 
reader gemessen. Die Ergebnisse zeigten, dart durch das 
erf indungsgemafie Verfahren auch in Kaninchen spezifische 
polyklonale Antikorper gegen ein unbekanntes Genprodukt erzeugt 
werden konnen. 



Albert-Ludwigs- 
Universitat Freiburg 



Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Erzeugung von Antikorpern, die spezifisch 
mit einem Polypeptid reagieren von dem die kodierende 
Nukleinsaure bekannt ist, worin 

a) die fur das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines 
Vektors, der wenigstens eine fur ein Auf f indungssignal 
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert 
wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des 
Auf f indungssignals an eine feste Phase gebunden wird, 

b) unabhangig von Schritt a) die fur das Polypeptid kodierende 
DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine 
Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die 
Bildung von Antikorpern gegen das Polypeptid verursacht und 

c) die in Schritt b) gebildeten Antikorper mit dem in Schritt 
a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen oder 
angereichert werden . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , da/5 
der in Schritt a) verwendete Vektor am C-Terminus der fur das 
Polypeptid kodierenden DNA eine Sequenz aufweist, die fur das 
Auf f indungssignal kodiert . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Auf f indungssequenz ausgewahlt ist aus der His 6 -tag-Sequenz , 
der Hamagglutinin-Sequenz eines Inf luenzavirus oder der myc- 
tag-Sequenz . 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi der fur das Polypeptid kodierende 
Vektor am C-terminalen Ende der Auf f indungssequenz eine 
Polyadenylierungssequenz aufweist . 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl der fur das Polypeptid kodierende 
Vektor am 5'-Ende der fiir das Polypeptid kodierenden DNA- 
Sequenz einen starken Promotor aufweist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5/ dadurch gekennzeichnet , dafl 
der starke Promotor ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 
starken eukaryot ischen Promotoren, insbesondere dem Promotor 
des Elongationsf aktors 1 a . oder des Cytomegalovirus-Promotors . 



7. - Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die fur das Polypeptid kodierende 
DNA, die gemafl Schritt b) direkt in ein Tier eingebracht wird 
in einem Vektor vorliegt. 



8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die fur das Polypeptid kodierende 
DNA in Schritt b) mit Hilfe einer gene gun in das Tier 
eingebracht wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl es sich bei dem in Schritt b) 
eingesetzten Tier urn eine Maus, eine Ratte oder ein Kaninchen 
handelt . 



10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl in Schritt b) zusatzlich zu der fur 
das Polypeptid kodierenden DNA ein genetisches Adjuvans 
appliziert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dafl das genetische Adjuvans ausgewahlt ist aus der Gruppe 
umfassend Zytokinexpress ionsvektoren , die die 
Antikorperprodukt ion erhohen . 



12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl geeignete Zellen eines gemafl 
Schritt b) immunisierten Tieres fiir die Herstellung von 
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Hybridomazel len zur Bildung von monoklonalen Antikorpern 
verwendet werden. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB das in Schritt a) gebildete 
Polypeptid durch Bindung des Au f f indungss ignal s an einen 
hiergegen gerichteten Antikorper oder ein Ant ikorper fragment an 
eine feste Phase gebunden wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB es sich bei der festen Phase urn Mikrot i terplatten, 
Gelkugelchen oder magnetische Kiigelchen handelt. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB der in Schritt b) gebildete 
Antikorper nach Bindung an das in Schritt a) gebildete 
Polypeptid mit Hilfe eines gegen den Antikorper gerichteten 
Ant i-Antikorpers nachgewiesen wird. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB der in Schritt c) an das 
exprimierte Polypeptid gebundene Antikorper durch Elution 
freigesetzt wird. 

17. Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daB er nach einem 
der Verfahren gemaB Anspruch 1-17 erhaltlich ist. 



Albert-Ludwigs- 
Univers it at Freiburg 



Zusammenf as sung 



Offenbart wird ein Verfahren zur Erzeugung von Antikorpern, die 
spezifisch mit einem Polypeptid reagieren von dem die 
kodierende Nukleinsaure bekannt ist, worin 

a) die fur das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines 
Vektors, der wenigstens eine fiir ein Au f f indungss ignal 
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert 
wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des 
Auf f indungssignals an eine feste Phase gebunden wird, 

b) unabhangig von Schritt a) die fur das Polypeptid kodierende 
DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine 
Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die 
Bildung von Antikorpern gegen das Polypeptid verursacht und 

c) die in Schritt b) gebildeten Antikorper mit dem in Schritt 
a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen oder 
angereichert werden . 



